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AB High yields of proteins and amino acids were obtained in a fermn. process 

using 1 of 9 strains of Azotobacter in the presence of an elec. field. 

In 

an example using A. vinelandii (strain 382 DSM) with sucrose as a 
C-source, the application of sinusoidal waves (5 V, 7 mA, and 20 Hz) 
increased the total amino acid prodn. 258% relative to that when the 

elec. 

field was not applied. 
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MEMORIA DESCR1PTIVA ^ 

Muchos nactones subdesorrolladas no poeden tener un mfnimo 

nlvel protefnico y esta es la causa mas fmportante del hambre en estos poises. Estos 

5 circunstanclas han llevado a la busqueda de nuevos caminos para conseguir nuevas 

reserves de protefnas, como ocurre en EEAIU. que es el principal exportador de 

semlllas oleaglnosas. En Europa Occidental el 80% de las protefnas de orlgen on! 

mal proeeden de la Importacion, stendo del orden del 90% en. la Comuntdad Ecoho 

mica Europea. En vlsfa de estos datos, laComision de Agriculture del MereodoCo 

10 m5n ,e moe,fro P«>misto of respecto y espera que en 1980 aun seguiro Importondo" 

el 90%. 

Por otic parte, el coste de los fertillzantes ha aumentadb enomie 
mente en los ultimas clnco affos, tncidlendo por conslguiente en el mayor coste de 
los altmentos y eh la restriecloh del suminlstro dletetlco de los poises mas subdesarro 
15 Uados. 

Tamblen, el alto coste del proceso Haber para slntetlzar omonfoco, 
es consecuencio de la subida del petroleo, pue» el hidrogeno reauerido en dlcha sJh 
tesis precede del gas natural o de los credos y requiere ademas una gran cantidad de 
energfa para su comblnaeion, por cuya raron, el coste de los fertilizantes nltroge 
20 nados est5 Intlmamente relactonado con el coste de los combustibles. 

Podemos osegurar que para la produccion de protefnas es n'ece 
sario conseguir rtcos fertilizantes nitrogenados y que estos, qufmlca o mfcrobiolo 
gtcamente proeeden del nitrogeno atmosfertco. Cerea del 25% del nitrogeno f l|a 
do es amoniaco sintetizado por el proceso Haber, el resto, que se estima en 150 mt_ 
25 Hones de toneladas metrlcas porjiBo, proeeden de la fijaclon microbiologic. El ~ 

proceso de la fljccicn del N y impllea el consumo de una gran cantidad deeier- 
•■ 8 fo « suministrada por el metaboltsmo de los gluetdos mediante el ATP. La 
molecule clave en la vfa de fffaclon del Nj, es la nltregenosa, que esta 
fomwdo por las hierro- wife -protefnas.. El transporte de electrenes - 
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Hone lugor o troves de los dos componontes de la nltrogenasa para Ilegar a la complete 
reduce! on del y posterior conversion en glutamlna por reaecton con el glutamafo y 
la glutamfnsttetasa de la cSh/Ia. 

Todo el complejo sistema se puede resumlr en una reducclon del por 
transferencla electronlca medlante los ctomos de Fe y Mo. 

Este me todo de apllcacton electronlca a cultlvos de mfcroorganlsmos 
fl [adores de (Azotobccter ), demuestra que es poslble acttvar el complejo mecanlsmo 
de la aslmf laclon del Nj/ conslgulendo aumentar en gran parte la blosfntesfs de amino- 
acldos y dlrlglr su metabollsmo segun el tfpo de on da sumlnfstrada y la frocuencla de la 
mlsma, 

Esta activaci&n tiene lugar medlante los I ones de hlerro de las ferrodoxfnas 
+2 4"3 

puesto que el equilibria de los I ones Fe / Fe de los Ifqutdos metabollcos en los cul- 

+2 

tlvos de Azotobccter, es alterado en el sentido de aumentar la properdin de Fe cuan^ 
do son sumlnistrados compos electric©*. 

En mlcroorganlsmos que fijan Nj no se conocen experlenclas en las que 
sean apllcadas ondas electrlcas para estudlar sus efectos, por Io que este me todo propor- 
clona nuevos camlnos para el estudlo de la fijaclon del y para la sfntesls de protofnas 
y aminoacldos que son altamente potenclados segun el tlpo de onda electrlca, potenctal, 
Intensldad y frecuencla de la mlsma. 

El rend fm fen to de obtencton de prorelnas y aminoacldos por ml croorga- 
nismos que fijan con este me todo electronlco puede ser oumentado al Ir estudlando 
todas las cons tan tes electrlcas en los puntos en que Influyen mas favorablemente en la bio 
sfntesls de aminoacldos, 

Utlllzando, unlcamente melozos de remolachas al 2% como sus tra to y 
apllcando ondas cuadradas de 62 mA, 20 Hz y 7 V en fermentadores de 4 lltros de medio, 
es poslble consegulr celulas de Azotobqcter vine land! I (208 CECT) que contlenen un - 
56,3% de aminoacldos, slendo destacoble por su fmportancla en la oilmen taclon la pro_ 
porclon de metlonlna (6,57%), llslna (4,85%) y otros aminoacldos esenclales, que por la 
acclon de las compos electrlcas aplloados, fueron potenclados con re la don a los fermen_ 
tadores testlgo, 13,41 veces mas en la concenrraclon de metlonlna, 4,90 veces en la 
flroslna, 1,92 en la alanlna y un 60% mas en el total de todos los amlnoacfdo^ anallzo- 
dos. 
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La superfldo d« lot electrodes wmerglda en el Ifqulcfo metabolic© era 
la coriespondlente a on htlo do plattno de 5 cm de longltod y 0,-40 mm de dlametro. 

Cuando opllcabomos los compos electric©* en on formentador de 5 Utros 
de capacldad con 4 litres de medio de coltlvo, Instalamos elecrrodos de platlno con ona 
superficle fomerglda de 10 x 0,5 cm. 

Las ondas electrlcas soratnlsttadas a lot oultlvos procedfon de on B«ne- 
tador modelo Exact de on rengo de frecoencias de 0 a 2 MHz, siendo las frecoenclas - 
5 Hz y 200 KHz de ondas stnosoidales apHcodos en los coltlvos de Azotobacter, los pon- 
tes optimos en la actlvacton del proceso feprodoctlvo de las celolas. 

La temperalora de todos los coltivos toe de 28«C durante todo el t!em- 
po de incobacion. Pasamos on caudal de aire ester!!, satorado de homedad, de 150 II- 
tros Atoms a ona preslon de 1 Kg/cm 2 , cuando los coltlvos foeron Incobados en on fer- 
mentador de 5 lltros de capacldad con 4 litres de medio de coltlvo y los ma traces de 250 
ml, con 100 ml de medio se Incobaron en on Incobador ©Altai (Controlled Environment 
Incubator Shaker N.B.S.) a 170 r.p.m. y 28SC. 

RE1VINDICACIONES 

Se relvlndlca como de noeva y propta tnvenclon la propledad y explo 

clon exclusive de: 

1) "METODO DE OBTENCION DE PROTEINAS Y AMINOACIDOS * 
ESENCIALES PARA LA ALIMENTACION, POR TRATAMIENTO ELECTRON ICO DE Mi 
CROORGANISMOS FUADORES DE Nj ", eoracterlzodo porque a on coltlvo de mlcro- 
organlsmas fljadores de Nj, se le optica on camp© electric© de ondas slnosoldoles y - 
ondas coadiados, aiyo rango de frecoenda osclla entre 0 y 2 MHz conslgolendose on 
elevado aumento en el contenldo en peso de ©as! todos los amlnoacldos del Ifquldo me- 
taboltco. 

2) Un roelcdo, segon relvtndleaelcn 1, y caracterlzado por el empleo 
de nueve esHipes de Azotobacter como mlcroanganlsmo f!|ador de Nj. 

3) Un mStodo, segun relvlndlcaclones 1 y 2, y caracterlzado porqo© el 
m'lcroorganlsmo emoleodo es Azotobacter vlnelandl! 206 CECT y la compostclSA del me- 
dio de coltlvo es (g/Q KjHPO^, 0,4, KU/O^, 0,1, Na^O^ 0,001, FeCI 3 \o,003 



/ 2% de melora de remotocho. 

4) Un metodo, «gvn relvIndlcaclWl y 2, y ccr^cttrlzodo porque el 
mfereo^nto.e empire « Azofobocfer vlnelondn 382 DSM y como fcenfe de «* 0 „o 
»e empfea acldo benzol© al 1%. 

5) Un mefodo, wtfn retWndfcacfone, I y 2, y corocterfzodo porque el 

n " Cro0r9 ° n,,mO em}5,ead0 « A»o«obcc te rvfneland» 3a2 DSM y la frenfe de corbono « 
*acaresaoll,5%. 

6) Un mefodo, W g0„ relvmdlcoclone, I y 2/ y corocterfzodo per el - 

-Pi" de ^^c«ervinelandn382 DSM y acefofo sSdfco o! 0,5% como fcente de - . 
carbon o. 

7) Un mefodo, W gun reivlndicoclone* 1 y 2/ y caracferizado per el - 
empleo de Azotobocfervinelondr; 382 DSM y etanol al 1%. 

8 ^ Un ^^^nrelvfndlcacIcm«IA5 / 6y7 / ycomcterizado - 
porqueel cultlvo Hene una concenfracton de de 0,64 ^ y de K^PO, de - 

9) Un mefodo, .eflOn reivfndlcaclone, 1 y 2, y camcferizado par el - 

2oT 1 'rr renteSeSHrPeS ^^^^^rrhpororn^ 203, 204, 
^ ^ y ^ ^^SStoik 210 CECT v toteg fesHe^ M| . 

10} Un mefodo, segwn relvlndlcacfSn 1, y caracferizado porque la fre- 
cuenela elecfrtco empleada varfa de 5 Hz a 200 KHz. 

11) Un mefodo, .erfa relvfndlcocfon 1, y caracferizado porque la tern- 
perafuia del culHvo es de 28«C. 

12) Un mefodo, «gun reMndlcaclon I, y caracferizado porque el com- 
po elecfrico ,e apllca medlanfe la Infrodueclon de una, elecfroda, de plahno en el lf- 
qufdo metabollco. 

ccom™ ^ OMETO0 ° DE Q6TENC,ON DE PROTEINAS Y AMINOACIDOS - 

LA ALIMENTACION, POR TRATAMIENTO ELECTRONICO DE Ml 
CROORGANISMOS FUADORES DE N,", fal y como „ describe en el cue,po de esfo" 
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